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(57)【要約】
【解決手段】　ＰＭＳ２およびＰＭＳ２‐１３４に対す
る抗体および前記抗ＰＭＳ２および抗ＰＭＳ２－１３４
の抗体を作り出す細胞が提供される。本発明の前記抗体
は、切断されたＰＭＳ２を含むＰＭＳ２タンパク質を検
出する方法、および患者に異常状態を検出する方法に使
われる。
【選択図】　　　図１
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ＰＭＳ２或いは切断したＰＭＳ２に特異的に結合する抗体。
【請求項２】
　請求項１の抗体において、前記抗体に結合する前記エピトープは配列ＩＤ番号３或いは
配列ＩＤ番号４のアミノ酸配列を有するものである。
【請求項３】
　請求項２の抗体において、前記エピトープは配列ＩＤ番号１或いは配列ＩＤ番号２のア
ミノ酸配列を有するものである。
【請求項４】
　請求項１の抗体において、前記ＰＭＳ２は配列ＩＤ番号５或いは配列ＩＤ番号６を有す
るものである。
【請求項５】
　請求項１の抗体において、前記抗体はモノクローナル抗体である。
【請求項６】
　請求項１の抗体において、前記抗体はクローン３４９－２２．１．３或いは３４９－２
９．５．２のハイブリドーマ細胞によって作り出されるものである。
【請求項７】
　請求項１の抗体において、前記抗体は検出可能な標識に接合されるものである。
【請求項８】
　請求項７の抗体において、前記標識は酵素、ビオチン、放射性核種、蛍光団、化学発光
剤（ｃｈｅｍｉｌｕｍｉｎｅｓｃｅｒｓ）或いは常磁性粒子である。
【請求項９】
　請求項１、２、３、４、５或いは６の抗体を産生する抗体産生細胞。
【請求項１０】
　請求項９の細胞において、前記細胞はクローン３４９－２２．１．３或いは３４９－２
９．５．２のハイブリドーマ細胞である。
【請求項１１】
　ＰＭＳ２タンパク質質の切断型を検出する方法であって、被検細胞から細胞溶解物を調
製する工程と、前記溶解物を請求項１の抗体に暴露する工程と、前記抗体を検出する工程
とを含む方法。
【請求項１２】
　請求項１１の方法において、前記ＰＭＳ２タンパク質の前記切断型はウエスタンブロッ
トによって検出されるものである。
【請求項１３】
　請求項１１の方法において、前記ＰＭＳ２タンパク質の前記切断型はＥＬＩＳＡによっ
て検出されるものである。
【請求項１４】
　請求項１１の方法において、前記ＰＭＳ２タンパク質の前記切断型は免疫沈降によって
検出されるものである。
【請求項１５】
　切断されたＰＭＳ２を発現している患者の異常状態を検出する方法であって、前記方法
は前記患者の被検細胞溶解物をクローン３４９－２２．１．３或いはクローン３４９－２
９．５．２のハイブリドーマ細胞によって分泌されたモノクローナル抗体に接触させる工
程と、ＰＭＳ２の切断型の有無を検出する工程とを有するものであって、ここで、前記Ｐ
ＭＳ２の切断型の存在は異常状態を示すものである方法。
【請求項１６】
　請求項１５の方法であって、前記異常状態は癌である。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】



(3) JP 2008-504218 A 2008.2.14

10

20

30

40

50

【０００１】
　これは２００３年１２月８日に出願された米国出願仮番号第６０／５２８，２６９号の
利点を請求するものであり、その内容はこの参照により本願明細書に完全に組み込まれる
。
【０００２】
　本発明はＰＭＳ２に対する抗体および抗ＰＭＳ２抗体を産生する細胞に関する。本発明
はまたＰＭＳ２タンパク質を検出する方法および本発明の前記抗体を用いて患者の異常状
態を検出する方法に関する。
【背景技術】
【０００３】
　ＰＭＳ２はミスマッチ修復（ＭＭＲ）に関係しているタンパク質である。前記ＭＭＲ、
すなわちミスマッチ・プルーフリーディングとも呼ばれている過程は、バクテリアから哺
乳類細胞にまで及ぶ細胞内のタンパク質複合体によって行われている。ＭＭＲ遺伝子はそ
れがこの種のミスマッチ修復複合体のタンパク質のうちの１つをコード化する遺伝子であ
る。前記ＭＭＲ複合体はヌクレオチド塩基の非相補的対合から生じているＤＮＡヘリック
スの歪みを検出すると考えられる。新規なＤＮＡ鎖の上にある前記の非相補的塩基は切除
されており、前記切除された塩基は適切な塩基によって置換され、それは古いＤＮＡ鎖に
対して相補的である。このような方法で、細胞はＤＮＡ複製における誤りの結果として起
こる多くの突然変異を除去する。
【０００４】
　ミスマッチ修復遺伝子の優性阻害対立遺伝子は同じ細胞内に野生型の対立遺伝子がある
場合でさえもＭＭＲ欠損の表現型が生じることが示された。ＭＭＲ遺伝子の優性阻害対立
遺伝子の実施例は、コドン１３４において切断している突然変異があるヒトの遺伝子ｈＰ
ＭＳ２－１３４である。前記突然変異によってこの遺伝子の前記生成物を１３４番目のア
ミノ酸の位置において異常に終結させ、Ｎ末端の１３３個のアミノ酸を含む短くなったポ
リペプチドをもたらす。そのような突然変異によって突然変異の割合の増加が生じ、その
突然変異はＤＮＡ複製の後、細胞の中に蓄積する。ミスマッチ修復遺伝子の優性阻害対立
遺伝子の発現は、野生型対立遺伝子がある場合でさえもミスマッチ修復活性の欠陥をもた
らす。そのような効果を生じる任意の対立遺伝子が本発明において用いられることができ
る。ＭＭＲ遺伝子の優性阻害対立遺伝子はヒト、動物、酵母、バクテリア或いは他の生物
の細胞から得られることができる。
【０００５】
　ＰＭＳ２を検出する抗体およびそれらの切断突然変異株はミスマッチ修復を研究するた
めの生物学的検定法においておよび患者に癌の素因を作る可能性があるＰＭＳ２の形態の
存在を検出するための診断的適用において有用である。
【発明の開示】
【課題を解決するための手段】
【０００６】
　本発明は特異的にＰＭＳ２に結合する新しい抗体に関する。前記抗体は、ＰＭＳ２の切
断突然変異株も検出されるように、特異的にＰＭＳ２の一部のＮ末端部分を認識する。
【０００７】
　本発明の前記抗体は試料のＰＭＳ２の存在を検出するために免疫学的検定において用い
られる。前記方法はＰＭＳ２の切断型を検出するためにも用いられても良い。上記の検定
はラジオイムノアッセイ、ウエスタンブロット、ＥＬＩＳＡ、免疫沈降などを含むがこれ
らに限定されるものではない。
【０００８】
　発明の前記抗体は患者における癌の素因を検出する方法において用いられても良く、こ
こで、ＰＭＳ２の切断型は、スクリーニング検定の患者の試料において検出され、さらに
患者の癌の危険度と相関している。
【発明を実施するための最良の形態】
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【０００９】
　本参考資料、特許、特許出願、および本願明細書において参照されるＧｅｎＢａｎｋデ
ータベース配列の受入番号を含む科学的な文献は、当業者の知識を確立し、さらに各々が
特異的にかつ独立してこの参照により組み込まれることを示唆されるように、それらは完
全にこの参照により本願明細書に同程度に組み込まれる。本願明細書において引用したあ
らゆる参照と、本明細書の具体的な教示はとの間の不一致は、後者を支持して解決される
ものとする。同様に、単語或いは用語の技術的に理解される定義と、本明細書において明
確に教示されるような単語或いは用語との間のあらゆる不一致は、後者を支持して解決さ
れるものとする。
【００１０】
　当業者に周知の組換えＤＮＡ技術の一般的な原理を記載した標準的な参考資料は、Ａｕ
ｓｕｂｅｌ　ｅｔ　ａｌ．，ＣＵＲＲＥＮＴ　ＰＲＯＴＯＣＯＬＳ　ＩＮ　ＭＯＬＥＣＵ
ＬＡＲ　ＢＩＯＬＯＧＹ、Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　&　Ｓｏｎｓ、Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ（１
９９８）、Ｓａｍｂｒｏｏｋ　ｅｔ　ａｌ．，ＭＯＬＥＣＵＬＡＲ　ＣＬＯＮＩＮＧ：Ａ
　ＬＡＢＯＲＡＴＯＲＹ　ＭＡＮＵＡＬ、第２版、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏ
ｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ、Ｐｌａｉｎｖｉｅｗ、Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ（１９
８９）、Ｋａｕｆｍａｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｅｄｓ．，ＨＡＮＤＢＯＯＫ　ＯＦ　ＭＯＬＥ
ＣＵＬＡＲ　ＡＮＤ　ＣＥＬＬＵＬＡＲ　ＭＥＴＨＯＤＳ　ＩＮ　ＢＩＯＬＯＧＹ　ＡＮ
Ｄ　ＭＥＤＩＣＩＮＥ、ＣＲＣ　Ｐｒｅｓｓ、Ｂｏｃａ　Ｒａｔｏｎ（１９９５）、Ｍｃ
Ｐｈｅｒｓｏｎ，Ｅｄ．，ＤＩＲＥＣＴＥＤ　ＭＵＴＡＧＥＮＥＳＩＳ：Ａ　ＰＲＡＣＴ
ＩＣＡＬ　ＡＰＰＲＯＡＣＨ、ＩＲＬ　Ｐｒｅｓｓ、Ｏｘｆｏｒｄ（１９９１）を含む。
【００１１】
　本願明細書において用いられるように、「エピトープ」という用語はモノクローナル抗
体が特異的に結合する抗原の部分を指す。
【００１２】
　本願明細書において用いられるように、「立体構造エピトープ」という用語はアミノ酸
の完全な系列以外の抗原のアミノ酸間の空間的関係によって形成される非連続的エピトー
プを指す。
【００１３】
　本願明細書において用いられるように、「約」という用語は受け入れられる範囲内の明
示された値の近似を指す。好ましくは、前記範囲は明示された値の＋／－で５％である。
【００１４】
　本発明の前記抗体はＰＭＳ２および切断されたその断片に特異的に結合する。前記抗体
は配列ＩＤ番号１或いは配列ＩＤ番号２のアミノ酸配列内において見られるエピトープを
含む。他の実施形態において、前記エピトープは配列ＩＤ番号１或いは配列ＩＤ番号２の
配列を含む。特定の実施形態において、前記抗体は３４９－２２．１．３である。他の実
施形態において、前記抗体は３４９－２９．５．２である。
【００１５】
　一部の実施形態において、前記抗体はハイブリドーマ細胞以外の宿主細胞において作り
出される。これらの場合において、前記抗体遺伝子はハイブリドーマ３４９．２２．１．
３および／或いは３４９－２９．５．２からクローン化され、発現ベクターに配置されて
機能的な抗体が作り出されるように、操作可能な状態で発現調節配列とつながれる。
【００１６】
　好適な抗体および本発明の前記方法の用途に適している抗体は、例えば、完全なヒト抗
体、ヒト抗体ホモログ、ヒト化した抗体ホモログ、キメラ抗体ホモログ、Ｆａｂ、Ｆａｂ
’、Ｆ（ａｂ’）２およびＦ（ｖ）抗体フラグメント、単鎖抗体、及び抗体重鎖或いは軽
鎖或いはその混合物の単量体或いは二量体を含む。
【００１７】
　本発明の前記抗体は、ＩｇＡ、ＩｇＧ、ＩｇＥ、ＩｇＤ、ＩｇＭタイプ（それらのサブ
タイプも同様に）を含むいかなるアイソタイプの無処置のイムノグロブリンを含む。前記
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イムノグロブリンの軽鎖はカッパ或いはラムダである。クラス転換は誘発されるか或いは
あるハイブリドーマ細胞３４９－２２．１．３および３４９－２９．５．２において発現
される抗体を使用した当業者に周知の組み換え技術を通じて設計され得る。
【００１８】
　本発明の前記抗体は、例えば、Ｆａｂフラグメント、Ｆａｂ’フラグメント、Ｆ（ａｂ
’）２フラグメント、Ｆ（ｖ）フラグメント、重鎖単量体或いは二量体、軽鎖単量体また
は二量体、１つの重鎖と１つの軽鎖とからなる二量体およびその同類のものなど、抗原結
合特性を持つ無処置抗体の一部を含む。したがって、上記の抗体に由来する全長が二量体
或いは三量体のポリペプチドと同様に抗原結合性フラグメントはそれ自身で有用である。
【００１９】
　本発明の発現細胞は、例えば、Ｓｐｏｄｏｐｔｅｒａ　ｆｒｕｇｉｐｅｒｄａ細胞など
周知のいかなる昆虫発現細胞株も含む。前記発現細胞系は細菌性或いは菌類の細胞株であ
っても良い。前記発現細胞系は、例えばＳａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ　ｃｅｒｅｖｉｓｉ
ａｅおよびＳｃｈｉｚｏｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ　ｐｏｍｂｅ細胞などの酵母細胞株
であっても良い。前記発現細胞は、例えばチャイニーズハムスター卵巣細胞、仔ハムスタ
ー腎臓細胞、ヒト胎児由来腎臓細胞株２９３、正常イヌ腎臓細胞株、正常ネコ腎臓細胞株
、サル腎臓細胞、アフリカミドリザル腎臓細胞、ＣＯＳ細胞および非腫瘍形成性マウス筋
芽細胞Ｇ８、繊維芽細胞細胞株、骨髄腫細胞株、マウスＮＩＨ／３Ｔ３細胞株、ＬＭＴＫ
３１細胞、マウスセルトリ細胞、ヒト子宮頚癌細胞バッファローラット肝細胞、ヒト肺細
胞、ヒト肝細胞、マウス乳腺腫瘍細胞、ＴＲＩ細胞、ＭＲＣ　５細胞およびＦＳ４細胞な
どの哺乳動物細胞であっても良い。
【００２０】
　「キメラ抗体」は、イムノグロブリン軽鎖、重鎖或いは両方のヒンジおよび定常部の全
部或いは一部を他の動物のイムノグロブリン軽鎖或いは重鎖の対応する領域に置換する組
換えＤＮＡ技術によって作り出される抗体である。このような方法で、親モノクローナル
抗体の抗原－結合部分は、他の種の抗体の主鎖に移植される。１つの方法はＷｉｎｔｅｒ
らによってＥＰ　０２３９４００において述べられており、これは例えばヒト重鎖および
軽鎖イムノグロブリン可変部ドメイン由来のＣＤＲｓをマウス可変部ドメイン由来のＣＤ
Ｒｓに置換するなど、ある生物種の相補鎖決定領域（ＣＤＲｓ）を他の生物種に置換する
ことを記載している。これらの変化した抗体は、その後ヒトイムノグロブリン定常領域と
結合し、抗原に特異的である置換されたマウスのＣＤＲｓ以外はヒトである抗体を形成す
る可能性がある。抗体のＣＤＲ領域を移植するための方法は、例えばＲｉｅｃｈｍａｎｎ
　ｅｔ　ａｌ．，（１９８８）Ｎａｔｕｒｅ　３３２：３２３－３２７、およびＶｅｒｈ
ｏｅｙｅｎ　ｅｔ　ａｌ．，（１９８８）Ｓｃｉｅｎｃｅ　２３９：１５３４－１５３６
において見出され得るものである。
【００２１】
　キメラ抗体は、より少ないマウスのアミノ酸配列を含む程、ヒトの免疫応答を誘発する
課題を回避すると考えられていた。ヒト治療薬としての齧歯類モノクローナル抗体（ＭＡ
ｂｓ）の直接使用によってヒト抗齧歯類抗体反応（ＨＡＲＡ）を引き起こし、それは齧歯
類由来抗体で治療した有意数の患者で起こったことがわかった（Ｋｈａｚａｅｌｉ　ｅｔ
　ａｌ．，（１９９４）Ｉｍｍｕｎｏｔｈｅｒ．１５：４２‐５２）。
【００２２】
　限定されない実施例として、ＣＤＲ移植を実行する方法は、標的抗原（例えばＰＭＳ２
）に結合する目的のマウス抗体の重鎖および軽鎖の配列決定によって実行され得るもので
あり、遺伝的にＣＤＲ　ＤＮＡの塩基配列を設計し、さらに部位特異的突然変異によって
対応するヒトＶ領域にこれらのアミノ酸配列を強制するものである。所望の前記アイソタ
イプのヒト定常部遺伝子断片が加えられることにより、「ヒト化された」前記重鎖および
軽鎖遺伝子は哺乳類細胞において共発現され、可溶性のヒト化された抗体を作り出す。代
表的な発現細胞は、チャイニーズハムスター卵巣（ＣＨＯ）細胞である。キメラ抗体をつ
くる適切な方法は、例えば、Ｊｏｎｅｓ　ｅｔ　ａｌ．，（１９８６）Ｎａｔｕｒｅ　３
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２１：５２２‐５２５、Ｒｉｅｃｈｍａｎｎ（１９８８）Ｎａｔｕｒｅ　３３２：３２３
－３２７、Ｑｕｅｅｎ　ｅｔ　ａｌ．，（１９８９）Ｐｒｏｃ．　Ｎａｔ．　Ａｃａｄ．
　Ｓｃｉ．　ＵＳＡ　８６：１００２９、およびＯｒｌａｎｄｉ　ｅｔ　ａｌ．，（１９
８９）Ｐｒｏｃ．　Ｎａｔｌ．　Ａｃａｄ．　Ｓｃｉ．　ＵＳＡ　８６：３８３３におい
て見いだされ得る。
【００２３】
　ＨＡＲＡ反応の問題を避けるための抗体の更なる改良によって、「ヒト化した抗体」の
発展に至った。ヒト化した抗体は、抗原結合のために必要でないヒトイムノグロブリン軽
鎖或いは重鎖の少なくとも１つのアミノ酸が非ヒトの哺乳類のイムノグロブリン軽鎖或い
は重鎖からの対応するアミノ酸に置換される組換えＤＮＡ技術によって作り出される。例
えば、イムノグロブリンがマウスモノクローナル抗体である場合、抗原結合のために必要
でない少なくとも一つのアミノ酸はその位置において対応するヒト抗体に存在するアミノ
酸を使用して置換される。操作のいかなる特定の理論にもよって結合されることを望まず
に、モノクローナル抗体の「ヒト化」が異質のイムノグロブリン分子に対してヒトの免疫
学的な反応性を抑制すると考えられる。
【００２４】
　Ｑｕｅｅｎ　ｅｔ　ａｌ．（１９８９），Ｐｒｏｃ．　Ｎａｔ．　Ａｃａｄ．　Ｓｃｉ
．　ＵＳＡ　８６：１００２９－１００３３および国際公開第ＷＯ９０／０７８６１号は
ヒト化した抗体の調製について記載している。ヒトおよびマウス可変枠組み領域は最適の
タンパク質配列相同性のために選ばれた。ヒト及びマウスの可変領域の前記三次構造は、
コンピュータでモデル化され、相同的なヒト枠組み上に重ね合わされ、その結果前記マウ
スＣＤＲｓを有するアミノ酸残基の最適な相互作用を示した。このようにして、抗原に対
して改良された結合親和性を有する抗体の開発に至った（これは主としてＣＤＲ－移植し
たキメラ抗体の作成の減少である）。ヒト化した抗体を得るための他の方法は当業者にお
いて周知であり、例えば、Ｔｅｍｐｅｓｔ（１９９１）Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　９
：２６６－２７１に記載されている。
【００２５】
　「単鎖抗体」とは、イムノグロブリン重鎖および軽鎖断片が設計したアミノ酸のスパン
を介してＦ（ｖ）領域とつながれる組換えＤＮＡ技術によって形成される抗体を指す。単
鎖抗体を生成するさまざまな方法は周知であり、米国特許第４，６９４，７７８号、Ｂｉ
ｒｄ（１９８８）Ｓｃｉｅｎｃｅ　２４２：４２３－４４２、Ｈｕｓｔｏｎ（１９８８）
Ｐｒｏｃ．　Ｎａｔｌ．　Ａｃａｄ．　Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８５：５８７９－５８８３、Ｗ
ａｒｄ（１９８９）Ｎａｔｕｒｅ　３３４：５４４５４、およびＳｋｅｒｒａ（１９８８
）Ｓｃｉｅｎｃｅ　２４２：１０３８－１０４１に記載されているものを含んでいる。
【００２６】
　本発明の前記抗体は標識を有する免疫複合体として或いは単独で使用されてもよい。そ
のような標識は、酵素、ビオチン、放射性核種、蛍光団、化学発光剤（ｃｈｅｍｉｌｕｍ
ｉｎｅｓｃｅｒｓ）、正磁性粒子などを含む。適切な標識はフルオレセイン、ローダミン
、イソチオシアネート、フィコエリトリン、西洋わさびペルオキシダーゼおよびコロイド
金を含むがこれらに限定されるものではない。
【００２７】
　本発明の前記抗体は、共有結合的付加によって抗体のそのエピトープに対する結合を妨
げないように、例えば前記抗体に対する任意の種類の分子の共有結合的付加などによって
、修飾される誘導体を含む。適切な誘導体の実施例は、糖鎖修飾された抗体および断片、
アセチル化された抗体および断片、ペグ化された抗体および断片、リン酸化された抗体お
よび断片およびアミド化された抗体および断片を含むが、これらに限定されるものではな
い。本発明の前記抗体およびその誘導体は、周知の保護／阻害基、タンパク質分解性切断
、細胞のリガンド或いは他のタンパク質などによって誘導化されたものなどであっても良
い。更に本発明の前記抗体およびその誘導体は、１若しくはそれ以上の古典的でないアミ
ノ酸を含んでも良い。
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【００２８】
　本発明のモノクローナル抗体は、ＰＭＳ２、その切断された断片、或いはそのペプチド
断片を動物に免疫化することによって作り出されても良い。そのように免疫化された動物
は前記タンパク質に対する抗体を作り出す。標準的な方法は、周知のモノクローナル抗体
の作成であり、ハイブリドーマ技術（Ｋｏｈｌｅｒ　&　Ｍｉｌｓｔｅｉｎ（１９７５）
Ｎａｔｕｒｅ　２５６：４９５－４９７を参照）、トリオーマ技術、ヒトＢ細胞ハイブリ
ドーマ技術（Ｋｏｚｂｏｒ（１９８３）Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｔｏｄａｙ　４：７２を参照）
およびヒトモノクローナル抗体を作り出すＥＢＶハイブリドーマ技術（Ｃｏｌｅ　ｅｔ　
ａｌ．，ＭＯＮＯＣＬＯＮＡＬ　ＡＮＴＩＢＯＤＩＥＳ　ＡＮＤ　ＣＡＮＣＥＲ　ＴＨＥ
ＲＡＰＹ，Ａｌａｎ　Ｒ．Ｌｉｓｓ，Ｉｎｃ．，１９８５，ｐｐ．７７－９６を参照）を
含むが、これらに限定されるものではない。
【００２９】
　ＰＭＳ２或いはその切断した断片に特異的に結合する抗体のスクリーニングは、例えば
マイクロタイタープレートを前記ＰＭＳ２で塗布する酵素結合免疫測定法（ＥＬＩＳＡ）
を使用して成し遂げられても良い。
【００３０】
　ＰＭＳ２またはその切断型に対する前記抗体の反応性確認は、例えば普通の患者或いは
遺伝性非ポリポ―シス大腸ガン（ＨＮＰＣＣ）である患者由来のタンパク質を還元および
非還元条件下のＳＤＳ－ＰＡＧＥゲル上で泳動し、その後メンブレン上へブロッテイング
するウェスタンブロットアッセイを使用して成し遂げられる。その後前記メンブレンは推
定抗ＰＭＳ２抗体によってプローブ化される。ウェスタン上の適切な大きさのバンドは、
前記抗体の特異性およびＰＭＳ２の全長および切断された型の両方にへの結合能力を示す
。
【００３１】
　本発明の前記抗体およびその誘導体は１×１０－２未満の解離定数（Ｋｄ）を含む結合
親和性を有する。一部の実施形態において、前記Ｋｄは、１×１０－３未満である。他の
実施形態において、前記Ｋｄは１×１０－４未満である。一部の実施形態において、前記
Ｋｄは１×１０－５未満である。さらに他の実施形態において、前記Ｋｄは１×１０－６

未満である。他の実施形態において、前記Ｋｄは１×１０－７未満である。他の実施形態
において、前記Ｋｄは１×１０－８未満である。他の実施形態において、前記Ｋｄは１×
１０－９未満である。他の実施形態において、前記Ｋｄは１×１０－１０未満である。さ
らに他の実施形態において、前記Ｋｄは１×１０－１１未満である。一部の実施形態にお
いて、前記Ｋｄは１×１０－１２未満である。他の実施形態において、前記Ｋｄは１×１
０－１３未満である。他の実施形態において、前記Ｋｄは１×１０－１４未満である。さ
らに他の実施形態において、前記Ｋｄは１×１０－１５未満である。
【００３２】
　本発明の抗体は生体内或いは試験管内で作り出される。生体内の抗体産生に対して、動
物は一般的にＰＭＳ２（ＰＭＳ２の免疫原性のペプチドなど）の免疫原性部分によって免
疫化される。前記抗原は一般に免疫原性を促進するアジュバントと混合される。アジュバ
ントは免疫化のために使用される生物種によって変化する。アジュバントの実施例はフロ
イント完全アジュバント（「ＦＣＡ」）、フロイント不完全アジュバント（「ＦＩＡ」）
、ミネラルゲル（例えば水酸化アルミニウム）、界面活性物質（例えばリゾレシチン、プ
ルロン酸ポリオール、ポリアニオン）、ペプチド、油乳濁液、キーホールリンペットヘモ
シニアン（「ＫＬＨ」）、ジニトロフェノール（「ＤＮＰ」）、および例えばウシ型弱毒
結核菌ワクチン（ＢＣＧ）およびコリネバクテリウムパルブなどの潜在的に有用なヒトア
ジュバントを含むが、これらに限定されるものではない。このようなアジュバントは当業
者に周知のものでもある。
【００３３】
　免疫化は周知の手順を使用して成し遂げられる。前記供与量および免疫化措置は免疫性
を与えられる哺乳類の種、その免疫状態、体重および／或いは算出表面積などに依存する
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。一般的には、血清は、免疫性を与えられた哺乳類からサンプル化され、例えば下記のよ
うに適切なスクリーニングアッセイを用いて抗ＰＭＳ２抗体を分析する。
【００３４】
　免疫性を与えられた動物からの脾細胞は、骨髄腫株のような不死の細胞株と前記脾細胞
（前記抗体-産生性Ｂ細胞を含むこと）を融合させることによって不死化される。一般的
に、骨髄腫細胞株は、前記脾細胞ドナーと同じ生物種由来である。ある実施形態において
、前記不死の細胞株は、ヒポキサンチン、アミノプテリンおよびチミジン（ＨＡＴ培地）
を含む培地に感受性がある。一部の実施形態において、前記骨髄腫細胞はＥＢウィルス（
ＥＢＶ）感染に対して陰性である。好適な実施例において、前記骨髄腫細胞は、ＨＡＴ感
受性があり、ＥＢＶ陰性および免疫グロブリン発現陰性である。いかなる適切な骨髄腫が
使用されても良い。マウスのハイブリドーマはマウス骨髄腫細胞株（例えば前記Ｐ３－Ｎ
Ｓ１／１－Ａｇ４－１、Ｐ３－ｘ６３－Ａｇ８．６５３或いはＳｐ２／Ｏ－Ａｇ１４骨髄
腫株）を使用して作り出されても良い。これらのマウスの骨髄腫株はＡＴＣＣから入手可
能である。これらの骨髄腫細胞はドナー脾細胞ポリエチレングリコール（「ＰＥＧ」）、
好ましくは分子量１５００のポリエチレングリコール（「ＰＥＧ１５００」）と融合され
る。非融合および非生産的な融合骨髄腫細胞を死滅させるＨＡＴ培地において、前記融合
から生じているハイブリドーマ細胞は選択される。非融合の脾細胞は短期間の培養で死滅
する。一部の実施形態において、前記骨髄腫細胞は免疫グロブリン遺伝子を発現しない。
【００３５】
　後述するものなどのスクリーニングアッセイによって検出される所望の抗体を作り出し
ているハイブリドーマは、培養或いは動物において抗体を作り出すために用いられても良
い。例えば、前記ハイブリドーマ細胞は、条件下の栄養培地において、そして前記ハイブ
リドーマ細胞が前記培地に前記モノクローナル抗体を分泌することができるのに十分な時
間培養される。これらの手技および培地は当業者において周知である。別の方法として、
前記ハイブリドーマ細胞は、非免疫化動物の腹膜に注射されても良い。前記細胞は前記腹
膜腔において増殖し、腹水液として蓄積した抗体を分泌する。前記腹水液は前記モノクロ
ーナル抗体の豊富な原料としてシリンジで前記腹膜腔から回収される。
【００３６】
　ヒト抗体を産生する別の限定されない方法は、米国特許第５，７８９，６５０号に記載
されており、これは不活性化されている自身の内因性の免疫グロブリン遺伝子を有する他
の生物種（例えばヒト）の抗体を作り出すトランスジェニック哺乳類の特徴を述べている
。前記異種抗体の遺伝子は、ヒト免疫グロブリン遺伝子によってコード化される。再配列
されていないイムノグロブリンのコード化領域を含む導入遺伝子は、非ヒト動物に導入さ
れる。得られたトランスジェニック動物は、機能的に前記トランスジェニックのイムノグ
ロブリン配列を再配置して、ヒト免疫グロブリン遺伝子によってコード化されたさまざま
なアイソタイプの抗体のレパートリーを作り出すことができる。前記トランスジェニック
動物由来のＢ細胞は、その後不死化している細胞系（例えば骨髄腫細胞）との融合を含む
いかなる様々な方法によっても不死化される。
【００３７】
　ＰＭＳ２に対する抗体は、当業者に周知の様々な方法を用いて試験管内でも調製され手
も良い。例えば、この方法に限定しないが、ＰＭＳ２に対する完全なヒトモノクローナル
抗体は、試験管内で抗原刺激を受けたヒト脾細胞を使用することによって調製されても良
い（Ｂｏｅｒｎｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，（１９９１）Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１４７：８６－
９５）。
【００３８】
　別の方法として、例えば、本発明の抗体は「レパートリークローニング」によって調製
されても良い（Ｐｅｒｓｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ．，（１９９１）Ｐｒｏｃ．　Ｎａｔ．　Ａ
ｃａｄ．　Ｓｃｉ．　ＵＳＡ　８８：２４３２‐２４３６、およびＨｕａｎｇ　ａｎｄ　
Ｓｔｏｌｌａｒ（１９９１）Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　１４１：２２７－２
３６）。更に、米国特許第５，７９８，２３０号は、Ｅｐｓｔｅｉｎ－Ｂａｒｒウィルス
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核抗原２（ＥＢＮＡ２）を発現するＥｐｓｔｅｉｎ－Ｂａｒｒウィルスの感染によって不
死化されたヒトＢ抗体－産生性Ｂ細胞からのヒトモノクローナル抗体の調製を記載してい
るる。ＥＢＮＡ２は、不死化のために必要であり、その後不活性化され、増加する抗体価
をもたらす。
【００３９】
　他の実施形態において、ＰＭＳ２に対する抗体は、末しょう血液単核細胞（「ＰＢＭＣ
ｓ」）のｉｎ　ｖｉｔｒｏによる免疫化によって形成される。これは、例えば文献（Ｚａ
ｆｉｒｏｐｏｕｌｏｓ　ｅｔ　ａｌ．，（１９９７）Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃａｌ　
Ｍｅｔｈｏｄｓ　２００：１８１－１９０）に記載されている方法を使用するなど、当業
者において周知のいかなる手段にもよっても達成され得るものである。
【００４０】
　本発明のある実施形態において、ｉｎ　ｖｉｔｒｏ免疫化のための手順は、ＰＭＳ１、
ＰＭＳ２、ＰＭＳ２‐１３４、ＰＭＳＲ２、ＰＭＳＲ３、ＭＬＨ１、ＭＬＨ２、ＭＬＨ３
、ＭＨＬ４、ＭＬＨ５、ＭＬＨ６、ＰＭＳＬ９、ＭＳＨ１およびＭＳＨ２などのミスマッ
チ修復遺伝子の優性阻害対立遺伝子が、脾細胞の融合後ハイブリドーマ細胞に、或いは融
合前に骨髄腫細胞に導入される前記ハイブリドーマ細胞の直接的な進化を伴って補足され
る。前記優性阻害突然変異株を含む細胞は、過剰に変化するよう（ｈｙｐｅｒｍｕｔａｔ
ｉｖｅ）になり、形質導入されなかった対照細胞より高い割合で突然変異を蓄積する。前
記突然変異細胞の貯蔵によって、より高い親和性抗体を生産する、或いは抗体のより高い
力価を生産する、或いは特定の条件下でより速く或いははより良く単に増殖するクローン
が選別されても良い。ミスマッチ修復遺伝子の優性阻害対立遺伝子を使用している高易変
な細胞を作り出すための前記手技は、２０００年１１月１４日公開の米国特許第６，１４
６，８９４号に記載されている。別の方法として、ミスマッチ修復は、Ｎｉｃｏｌａｉｄ
ｅｓらによる２００２年７月１８日公開の国際出願番号第０２／０５４８５６号「Ｃｈｅ
ｍｉｃａｌ　Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ　ｏｆ　Ｍｉｓｍａｔｃｈ　Ｒｅｐａｉｒ」において
記載されているのミスマッチ修復の化学的阻害剤を使用して抑制されても良い。前記ミス
マッチ修復遺伝子の優性阻害対立遺伝子或いはミスマッチ修復の化学阻害剤を用いた抗体
の増強技術は、クローン化した免疫グロブリン遺伝子も発現している哺乳類の発現細胞に
適用される。前記優性阻害対立遺伝子を発現している細胞は、この細胞が再び遺伝的に安
定している状態になり、もはや異常に高い割合で突然変異が蓄積しないように、誘導性で
ある場合は前記優性阻害対立遺伝子を遮断し前記細胞から削除するなどして、「矯正する
（ｃｕｒｅｄ）」することも可能である。
【００４１】
　前記免疫原はいかなるＰＭＳ２でもよいが、哺乳類のＰＭＳ２が好ましい。ＰＭＳ２の
切断型が使用されても良い。ＰＭＳ２の前記Ｎ末端が生物種わたってより高度に保存され
ている場合、一部の実施形態においては、ある生物種のＰＭＳ２を認識する抗体は他の種
もまた認識することが予期される。例えば、この方法に限定しないが、前記Ｎ末端領域に
おけるヒトＰＭＳ２（配列ＩＤ番号：２）に結合するモノクローナル抗体は、マウスＰＭ
Ｓ２（配列ＩＤ番号５）において、さらにシロイヌナズナＰＭＳ２（配列ＩＤ番号６）及
び切断されたヒトＰＭＳ２－１３４（配列ＩＤ番号１）においてさえ、前記同じ領域と結
合することも可能である。前記免疫原は、また、ＰＭＳ２の免疫原性ペプチド或いはＰＭ
Ｓ２の高度に保存されたペプチドであっても良い。そのような使用され得る２つのペプチ
ドは、ＩＱＥＦＡＤＬＴＱＶＥＴＦＧＦＲ（配列ＩＤ番号３）およびＥＬＶＥＮＳＬＤＡ
ＧＡＴＮＩＤＬＫ（配列ＩＤ番号４）であっても良い。
【００４２】
　本発明は、切断されたＰＭＳ２を発現している患者における異常状態を検出する方法も
提供する。前記方法は、ミスマッチ修復の欠陥を有すると疑われる患者からの検体細胞溶
解物を、ハイブリドーマ細胞３４９－２９．５．２或いは３４９－２２．１．３によって
分泌されるモノクローナル抗体と接触させる工程と、ＰＭＳ２の切断型の有無を検出する
工程とを有する。ＰＭＳ２の切断型の存在は、癌にかかり易い患者のミスマッチ修復の異
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常状態を表す。そのような癌は、遺伝性の遺伝性非ポリポ ー シス大腸ガンを含むが、こ
れに限定されるものではない。ＰＭＳ２の前記切断型の存在は。免疫沈降、ウエスタンブ
ロットおよびＥＬＩＳＡを含むさまざまな手段によって検出可能である。
【００４３】
　以下の実施例は、本発明を説明するために提供されるものであり、これらを限定するも
のとして解釈されるものではない。
【実施例１】
【００４４】
　免疫原の発現
　プラスミドｐ－ＥＴ－ｋ－１３４（フレームの外にヒスチジン標識ＮＢ３７ｐ４６を有
しＴ７プロモータからｈＰＭＳ２－１３４を発現するプラスミド）によって形質転換した
大腸菌ＢＬ２１（ＤＥ３）細胞の５ミリリットルのＩＰＴＧ－誘発（１００ｍＭ）培養液
を得た。発現は４５ｍｌのＬＢ－Ｋａｎ（５０ｍｇ／ｍｌ）に１ｍｌ（ＯＤ６００＝０．
５）を植菌することによって誘発した。前記細胞はＢ－ＰＥＲ細菌蛋白抽出試薬の添加に
よって溶解して、製造業者の規定につき封入体を溶解物から精製した。前記封入体ペレッ
トを４００μｌの２×ＬＤＳ検体バッファーに溶解し、５分間沸騰させて、１２％のＭＥ
ＳバッファーのＢｉｓ－トリス２次元ゲルを還元する際、可溶化した封入体を４つのゲル
を１２５μｌ／ゲルで電気泳動にかけた。前記ゲルをＧｅｌｃｏｄｅ　Ｂｌｕｅコロイド
性クーマシーブルー（Ｐｉｅｒｃｅ）で染色した。１５キロダルトン・バンドを切除し、
セントルイス大学ハイブリドーマ施設に送った。１つのゲル切片はアミノ酸分析にかけた
。アミノ酸分析はｈＰＭＳ２‐１３４のポリペプチドと一致していた。他のゲル切片をト
リプシンペプチド（ＮＢ３７ｐ７２）のＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ　ＭＳ解析のために処理した
。ｈＰＭＳ２－１３４に対する２つのペプチド・マッチは、データベース検索で見つけた
（ＩＱＥＦＡＤＬＴＱＶＥＴＦＧＦＲ（配列ＩＤ番号３）およびＥＬＶＥＮＳＬＤＡＧＡ
ＴＮＩＤＬＫ（配列ＩＤ番号４））。ハイブリドーマを生成するために、４匹のマウスに
免疫性を与えた。４匹すべては、マウス血清を用いたウエスタンブロッティングによって
最初の免疫原に対する反応性を示した。マウス＃４６４はリンパ球融合（ＮＢ７０ｐ３）
のために選択された。
【実施例２】
【００４５】
　第二の細菌性の発現コンストラクトのクローニングおよびＨｉｓ－ｈＰＭＳ２－１３４
のＩＭＡＣ精製
　第二のアラビノース-誘導性の細菌性の発現コンストラクトは、プラスミドｐＢＡＤ－
ＨｉｓＡにおいて作成し、今回はｈＰＭＳ２－１３４（ＮＢ３７ｐ１）を伴ったフレーム
内にＮ末端に６個のヒスチジン標識用いて作成した。このプラスミドをｐ０１２６と指定
した。ヒスチジン標識ｈＰＭＳ２－１３４をＴａｌｏｎコバルト親和性樹脂の固定化金属
アフィニティークロマトグラフィー（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ，ＮＢ３７ｐ９３）によって、ｐ
０１２６を持っているＢＬ２１の誘発培地から精製した。精製したｈＰＭＳ２‐１３４（
クローン３４９－１）に特異的に反応した単一のハイブリドーマを同定した。
【実施例３】
【００４６】
　マウスのハイブリドーマのスクリーニングおよびエピトープマッピング
　クローン３４９－１は更に限界希釈によってサブクローニングして、再びスクリーニン
グした（ＮＢ７０ｐ８）。３４９－１からの１２個のサブクローンの反応性をウエスタン
ブロッティングによって調べた。１２クローン全ては細菌で作られたｈＰＭＳ２－１３４
（ＮＢ７０ｐ１２）に特異的に反応した。クローン３４９－１．１だけはＣＨＯ－１２４
或いはＣＨＯ－１２５から発現したｈＰＭＳ２‐１３４に反応した（ｈＰＭＳ２－１３４
を発現しているＣＨＯトランスフェクタント或いはＣ末端にＶ５－標識をつけたｈＰＭＳ
２－１３４、各々ＮＢ７０ｐ１４）。３４９－１から４つの２回サブクローンしたハイブ
リドーマ（３４９－１．１．１から３４９－１．１．４）と同様に、３４９－１からの３
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つの２回サブクローンしたハイブリドーマの第２セット（３４９－１．２．１から３４９
－１．２．３）を得て、全てを細菌で発現したｈＰＭＳ２‐１３４に対して調べた。全て
ｈＰＭＳ２‐１３４に対して反応性を持っていた。しかし、クローン３４９－１．２．２
だけはＣＨＯ－発現したｈＰＭＳ２－１３４に特異的な反応性を示した。このｍＡｂもＣ
ＨＯ溶解物（ハムスターＰＭＳ２と推定）から分子量１２０ｋＤの第２のバンドを同定し
た。２つのハイブリドーマはこのスクリーン（３４９－１．１．３および３４９－１．２
．２）から維持した。ＩｇＧはタンパク質Ｇクロマトグラフィー（ＮＢ７０ｐ４４）によ
って３５ｍｌの各々の培養上清から精製した。どちらの精製されたｍＡｂも特異的にＣＨ
Ｏにおいて発現するｈＰＭＳ２‐１３４に反応しなかった。
【００４７】
　マウス＃４８０を用いて２回目の融合およびスクリーニングを始めた（ＮＢ７０ｐ４８
）。１７個のハイブリドーマを選択して（前記Ｙａｃｉｕｋグループによる細菌で発現し
たｈＰＭＳ２‐１３４へのそれらの反応性に基づいて）、ＣＨＯ－発現したｈＰＭＳ２‐
１３４の反応性を調べた。いずれもｈＰＭＳ２‐１３４に特異的に反応性を示さなかった
。細菌性のｈＰＭＳ２‐１３４に対するスクリーニングを繰り返した。４つのハイブリド
ーマ（３４９－２２，３４９－２５，３４９－２９，３４９－３６）が反応した（ＮＢ７
０ｐ５２）。
【００４８】
　欠失研究は、Ｃ末端から残基８１までのエピトープを共有している初めに分離したｍＡ
ｂｓ（３４９－１．１．３および３４９－１．２．２）がＣ末端から残基８１までのエピ
トープを共有していることを示し、その一方で、第二世代ｍＡｂｓはアミノ酸５５から８
１の間に位置するエピトープを共有していた。重なり合う１５ｍｅｒペプチドを用いたエ
ピトープマッピング研究は、重要なエピトープを同定することに失敗した。
【００４９】
　第二世代ハイブリドーマ（マウス＃４８０由来）を２回の限界希釈によってサブクロー
ニングした。培養上清の細菌性ｈＰＭＳ２‐１３４に対する反応性に関して調べた。この
大部分は、ウエスタンブロッティング（ＮＢ７１ｐ７）で反応性を示した。これらに対し
て、クローン３４９－２２．１．３および３４９－２９．５．２を拡大のために選択した
。更なる確認を実行した。３４９－２９．５．２に対する西洋わさびペルオキシダーゼ（
ＨＲＰ）の接合を行い、ウエスタンブロットの前記結果はクローン３４９－２９．５．２
の上清液で確かめて、ＨＲＰ－接合化３４９－２９．５．２抗体については図１に示す。
各々のウェルはＰＭＳ２‐１３４を発現しているヒト細胞株の増加した量を含んでいた。
示した前記ウェルはレーン１、２、３および４において各々３０，０００、６０，０００
、９０，０００および１２０，０００の細胞／ウェルを含んでいた。
【図面の簡単な説明】
【００５０】
【図１】図1は、ヒト細胞株において発現するヒトＰＭＳ２－１３４に対する、３４９－
２９．５．２細胞上清由来の抗体および３４９－２９．５．２から精製されＨＲＰ－接合
抗体のウエスタンブロットの反応性を示す。
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